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١  ﺑﺴﻤﻪ ﺗﻌﺎﻟﯽ
  درﻣﺎﻧﯽ - داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ و ﺧﺪﻣﺎت ﺑﻬﺪاﺷﺘﯽ
  داﻧﺸﮑﺪه ﭘﯿﺮاﭘﺰﺷﮑﯽ
                                                       ﮔﺮوه ﻋﻠﻮم آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ                                                  
  دﺳﺘﻮراﻟﻌﻤﻞ آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ﻣﻠﮑﻮﻟﯽ
  
  
  
  
  
  
از ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎ ANDوش اﺳﺘﺨﺮاج ر
( :GNILIOBروش ﺟﻮﺷﺎﻧﺪن ﯾﺎ )
  
و ﯾﺎ ﮐﻨﺘﺮل در ﺷﺮاﯾﻂ ﮐﺎﻣﻼً اﺳﺘﺮﯾﻞ ﺑﻪ ﻟﻮﻟﻪ اﭘﻨﺪرف وارد و ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮاز ﻧﻤﻮﻧﻪ 001ﻣﻘﺪار •
.درب آن ﺑﺴﺘﻪ ﻣﯽ ﺷﻮد
.دﻗﯿﻘﻪ ﻗﺮار ﻣﯽ ﮔﯿﺮد 51در ﺣﺮارت آب ﺟﻮش ﺑﻪ ﻣﺪت  •
  
.ﺑﻪ ﻣﺪت دو دﻗﯿﻘﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ ﻣﯽ ﮔﺮدد  10000در ﭘﺎﯾﺎن ﻟﻮﻟﻪ در دور •
  
ﺳﻮﭘﺮﻧﺎﺗﺎﻧﺖ ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ در ﺷﺮاﯾﻂ اﺳﺘﺮﯾﻞ در دو ﻟﻮﻟﻪ دﯾﮕﺮ وارد و ﯾﮑﯽ ﺟﻬﺖ اﻧﺪازه ﮔﯿﺮي  •
  .ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﻣﯿﮕﯿﺮد RCPﻧﻤﻮﻧﻪ و دﯾﮕﺮي ﺑﻪ ﻋﻨﻮان اﻟﮕﻮ ﺑﺮاي ANDﻣﺤﺘﻮاي
  
  
  
  
  
  
  
  
  ANDاﺳﺘﺨﺮاج  : آزﻣﺎﯾﺶ
٢  ﺑﺴﻤﻪ ﺗﻌﺎﻟﯽ
  درﻣﺎﻧﯽ - ﯽداﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ و ﺧﺪﻣﺎت ﺑﻬﺪاﺷﺘ
  داﻧﺸﮑﺪه ﺑﻬﺪاﺷﺖ و ﭘﯿﺮاﭘﺰﺷﮑﯽ
  آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽﮔﺮوه ﻋﻠﻮم    
    دﺳﺘﻮراﻟﻌﻤﻞ آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ﻣﻠﮑﻮﻟﯽ  
  
  
  
  
  
:ﺷﺮﮐﺖ ﺳﯿﻨﺎژن sulP-GNDروش اﺳﺘﺨﺮاج 
  
ﮔﺮﻓﺘﻪ )ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﺧﻮن ﮐﺎﻣﻞ  001ﻟﯿﺘﺮ و در زﯾﺮ ﻫﻮد ﺑﯿﻮﻟﻮژﯾﮏ  ﻣﯿﻠﯽ 2در ﻟﻮﻟﻪ اﭘﻨﺪرف •
-GNDﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ ﻣﺤﻠﻮل  007ﺑﺎ ﻣﻘﺪار ( در ﻟﻮﻟﻪ آﻣﺎده ATDEﻘﺎد ﺷﺪه روي ﺿﺪاﻧﻌ
  . ﺗﺎ ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﯿﻮن ﻫﻤﮕﻨﯽ اﯾﺠﺎد ﺷﻮد ﮔﺮدد ﺛﺎﻧﯿﻪ ورﺗﮑﺲ51-02و ﺑﻪ ﻣﺪت ﻣﺨﻠﻮط  sulP
.ﻫﺮﮔﻮﻧﻪ اﮔﺮﮔﯿﺖ و ﯾﺎ ﻟﺨﺘﻪ ﺑﺎ ﭘﯽ ﭘﺖ ﮔﺮﻓﺘﻪ و ﺧﺎرج ﺷﻮد    
  
ﺑﺎر  01راﻣﯽ ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ اﯾﺰوﭘﺮوﭘﺎﻧﻮل ﺑﻪ ﻣﺨﻠﻮط ﻗﺒﻠﯽ اﺿﺎﻓﻪ و ﺳﭙﺲ ﺑﻪ آ 005ﺳﭙﺲ ﻣﻘﺪار  •
ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ  mpr 0000/21دﻗﯿﻘﻪ در ﻣﯿﮑﺮوﻓﯿﻮژ ﺑﺎ دور  01ﺑﻪ ﻣﺪت  آﻧﮕﺎهﺳﺮوﺗﻪ ﺷﻮد و
. ﮔﺮدد
  
ﺑﻌﺪ ﺳﻮﭘﺮﻧﺎﺗﺎﻧﺖ ﺗﺨﻠﯿﻪ و ﻟﻮﻟﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت ﭼﻨﺪ ﺛﺎﻧﯿﻪ ﺑﻄﻮر ﻣﻌﮑﻮس روي ﮐﺎﻏﺬ ﺻﺎﻓﯽ ﻗﺮار داده •
(.ﺑﺮاي ﻫﺮ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﯾﮏ ﮐﺎﻏﺬ ﺻﺎﻓﯽ ﮐﻮﭼﮏ و ﻣﺠﺰا اﺳﺘﻔﺎده ﺷﻮد. )ﺷﻮد
  
ﺑﺎر ﺳﺮوﺗﻪ ﺷﺪه و  01ﺑﻪ ﭘﻠﺖ ﻫﺮ ﻟﻮﻟﻪ وارد و ﺑﻪ آراﻣﯽ ﻟﻮﻟﻪ  57%ﺗﺎﻧﻮل ﻟﯿﺘﺮ ا ﻣﻘﺪار ﯾﮏ ﻣﯿﻠﯽ •
اﯾﻦ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﯾﮏ . ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ ﻣﯿﻨﻤﺎﺋﯿﻢ mpr 000/21دﻗﯿﻘﻪ در دور  5ﺑﻌﺪ آن را ﺑﻪ ﻣﺪت 
.ﺑﺎر دﯾﮕﺮ ﻧﯿﺰ ﺗﮑﺮار ﺷﻮد
  
ﮔﺮاد  درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽ 56ﺑﻌﺪ اﺗﺎﻧﻮل ﻣﻮﺟﻮد در ﻫﺮ ﻟﻮﻟﻪ ﺑﻄﻮرﮐﺎﻣﻞ ﺗﺨﻠﯿﻪ و ﭘﻠﺖ آن در دﻣﺎي  •
. دﻗﯿﻘﻪ ﮐﺎﻣﻼً ﺧﺸﮏ ﺷﻮد 5ﺑﻪ ﻣﺪت  kcolB taeHروي دﺳﺘﮕﺎه
  
ﻟﯿﺘﺮ آب ﻣﻘﻄﺮ اﺳﺘﺮﯾﻞ ﺣﻞ و ﺧﻮب ورﺗﮑﺲ ﺷﻮد  ﻣﯿﻠﯽ 05ﻣﻮﺟﻮد در ﭘﻠﺖ در ANDﺳﭙﺲ •
.دﻮﮔﺮاد ﻗﺮار داده ﺷ درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽ 56دﻗﯿﻘﻪ در دﻣﺎي  5و ﻣﺠﺪداً ﺑﻪ ﻣﺪت 
  
  ANDاﺳﺘﺨﺮاج :  آزﻣﺎﯾﺶ
٣000/21ﻣﻮاد ﺣﻞ ﻧﺸﺪه در ﺟﺪاره ﻟﻮﻟﻪ ﺣﻞ و ﻣﻮاد ﻏﯿﺮﻗﺎﺑﻞ ﺣﻞ ﺑﺎ ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ ﻟﻮﻟﻪ در دور  •
  .رﺳﻮب داده ﺷﻮد mpr
وارد و ﺑﺎ ( دو ﻟﻮﻟﻪ)ﻫﺎي ﻣﺠﺰا  ﺧﺎﻟﺺ ﺑﻮده در ﻟﻮﻟﻪ ANDﻧﺖ ﮐﻪ ﺣﺎوي ﺳﻮﭘﺮ ﻧﺎﺗﺎ•
  .ﮔﺮاد، ﻧﮕﻬﺪاري ﮔﺮدد درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽ -68ﮔﺬاري در ﻓﺮﯾﺰر  ﺷﻤﺎره
٤  ﺑﺴﻤﻪ ﺗﻌﺎﻟﯽ
  درﻣﺎﻧﯽ - ه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ و ﺧﺪﻣﺎت ﺑﻬﺪاﺷﺘﯽداﻧﺸﮕﺎ
  داﻧﺸﮑﺪه ﺑﻬﺪاﺷﺖ و ﭘﯿﺮاﭘﺰﺷﮑﯽ
  ﮔﺮوه ﻋﻠﻮم آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ
دﺳﺘﻮراﻟﻌﻤﻞ آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ﻣﻠﮑﻮﻟﯽ
  
  
  
  
  
  
 perP AND motaiDاﺳﺘﻔﺎده از روش اﺳﺘﺨﺮاج 
001
: ﻣﺤﺘﻮﯾﺎت ﮐﯿﺖ
              tnegaeR sisyL
  reffuB enilaS
esoelcuN
EeneG artxE
  :ANDﻣﺮاﺣﻞ اﺳﺘﺨﺮاج 
 004ﺑﻪ ﻣﯿﺰان . رﯾﺰﯾﻢ ﻣﯽ 1/5lmﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﻤﻮژن را داﺧﻞ ﯾﮏ ﻣﯿﮑﺮوﺗﯿﻮب  001•
ﺑﺎر ﺳﺮوﺗﻪ  8- 01ﺑﻪ ﻧﻤﻮﻧﻪ اﺿﺎﻓﻪ ﮐﺮده و ﻣﺨﻠﻮط را  tnegaer sisyLﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از 
  .ﮐﻨﯿﻢ ﺗﺎ ﻫﻤﮕﻦ ﺷﻮد ﻣﯽ
 02دﻗﯿﻘﻪ ﻗﺮار داده ﭘﺲ از آن  5درﺟﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت  56ﻫﺎ را داﺧﻞ اﻧﮑﻮﺑﺎﺗﻮر  ﺳﭙﺲ ﻧﻤﻮﻧﻪ •
  .ﮐﻨﯿﻢ ﻫﺎ اﺿﺎﻓﻪ ﻣﯽ را ﺑﻪ ﺗﻤﺎﻣﯽ ﻧﻤﻮﻧﻪ esoelcuNﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از 
ﺣﺎوي ﭘﻮدر ﺷﯿﺸﻪ ﺑﻮده و ﺑﻪ ﺳﺮﻋﺖ رﺳﻮب  esoelcuNﺑﺎﯾﺪ ﺗﻮﺟﻪ داﺷﺘﻪ ﺑﺎﺷﯿﻢ ﮐﻪ  •
از ﻃﺮﯾﻖ ورﺗﮑﺲ ﻣﺨﻠﻮط ﮔﺮدد ﺗﺎ ﺑﻪ ﺛﺎﻧﯿﻪ  03دﻫﺪ ﻟﺬا ﺑﺎﯾﺴﺘﯽ ﻗﺒﻞ از اﺳﺘﻔﺎده ﺑﻪ ﻣﺪت  ﻣﯽ
  . ﺻﻮرت ﻫﻤﮕﻦ درآﻣﺪه و ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔﯿﺮد
دﻗﯿﻘﻪ ﺑﺎ ﺑﺎﻻ و ﭘﺎﯾﯿﻦ  01ﻫﺎ را در دﻣﺎي اﺗﺎق ﺑﻪ ﻣﺪت  ﻧﻤﻮﻧﻪ esoelcuNﺑﻌﺪ از اﺿﺎﻓﻪ ﮐﺮدن •
  . زﻧﯿﻢ ﮐﺮدن ﻫﻢ ﻣﯽ
ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ ﮐﺮده، ﻣﺎﯾﻊ روﯾﯽ را دور رﯾﺨﺘﻪ و ﺑﻪ  0005gﺛﺎﻧﯿﻪ در ﺳﺮﻋﺖ  01ﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﻣﺪت •
ﮐﻨﯿﻢ ﺗﺎ  اﺿﺎﻓﻪ ﮐﺮده و ورﺗﮑﺲ ﻣﯽ tnegaeR sisyLﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از  002ﺳﻮب ﺣﺎﺻﻞ ر
  .ﺧﻮب ﻫﻤﮕﻦ ﺷﻮﻧﺪ
اﺿﺎﻓﻪ ﮐﺮده و ﻫﻢ  reffuB enilaSﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از  004ﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﻣﺤﯿﻂ ﻫﻤﮕﻦ ﺷﺪه . •
.زﻧﯿﻢ ﻣﯽ
  ANDاﺳﺘﺨﺮاج :  آزﻣﺎﯾﺶ
٥ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ ﮐﺮده ﻣﺎﯾﻊ روﯾﯽ را دور  0005gﺛﺎﻧﯿﻪ در ﺳﺮﻋﺖ  01ﻫﺎ را ﺑﻪ ﻣﺪت  ﻧﻤﻮﻧﻪ •
  .رﯾﺰﯾﻢ  ﻣﯽ
ﻫﺎ را ورﺗﮑﺲ  اﺿﺎﻓﻪ ﮐﺮده، ﻧﻤﻮﻧﻪ reffuB enilaSﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از  005ﻣﺎﻧﺪه  ﻮب ﺑﺎﻗﯽﺑﻪ رﺳ•
  .ﮐﻨﯿﻢ  ﻣﯽ
ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ اﻧﺠﺎم داده و ﭘﺲ از دور رﯾﺨﺘﻦ ﻣﺎﯾﻊ روﯾﯽ  0005gﺛﺎﻧﯿﻪ در  01ﻣﺠﺪداً ﺑﻪ ﻣﺪت •
  .دﻫﯿﻢ ﮔﺮاد ﻗﺮار ﻣﯽ درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽ 56دﻗﯿﻘﻪ در  01ﻫﺎ را ﺑﻪ ﺻﻮرت در ﺑﺎز ﺑﻪ ﻣﺪت  ﻟﻮﻟﻪ
ﺷﺪن ﮐﺎﻣﻞ ﺗﯿﻮب و ﻋﺪم ﺑﻮي اﻟﮑﻞ ﮐﺎر اﻧﮑﻮﺑﻪ ﺷﺪن ﺧﻮب اﻧﺠﺎم ﺷﺪه  در ﺻﻮرت ﺧﺸﮏ •
  .اﺳﺖ
اﺿﺎﻓﻪ ﮐﺮده و ﺑﺎ ورﺗﮑﺲ  E eneg artxEﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﻣﺎده  57ﻫﺎي ﺧﺸﮏ ﺷﺪه  ﺑﻪ ﻟﻮﻟﻪ•
  .ﮐﻨﯿﻢ ﻣﺨﻠﻮط ﻣﯽ
  . ﮐﻨﺪ ﺟﺪا ﻣﯽ esoelcuNرا از  ANDاﯾﻦ ﻣﺎده  •
  .ﺮﻧﺪﮔﯿ درﺟﻪ ﻗﺮار ﻣﯽ 56دﻗﯿﻘﻪ در  01ﻫﺎ ﺑﻪ ﻫﻤﯿﻦ ﺻﻮرت ﺑﻪ ﻣﺪت  ﻧﻤﻮﻧﻪ•
ﺑﻪ ﻣﺪت  00001gﻫﺎ ورﺗﮑﺲ ﺷﺪه و ﺳﭙﺲ ﺑﺎ ﺳﺮﻋﺖ  ﭘﺲ از اﺗﻤﺎم زﻣﺎن اﻧﮑﻮﺑﺎﺳﯿﻮن ﻧﻤﻮﻧﻪ •
  .ﺷﻮﻧﺪ دﻗﯿﻘﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ ﻣﯽ 2
ﺑﺎﺷﺪ ﺑﺮ داﺷﺘﻪ و ﺑﻪ  ﻣﯽ ANDدر ﻣﺮﺣﻠﻪ آﺧﺮ ﻣﺎﯾﻊ روﯾﯽ ﺣﺎﺻﻞ از ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ را ﮐﻪ ﺣﺎوي  •
  . ﮐﻨﯿﻢ ﯾﮏ ﺗﯿﻮب اﺳﺘﺮﯾﻞ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﻣﯽ
.ﺗﺎ ﺳﺎﻟﻬﺎ ﻧﮕﻬﺪاري ﮐﺮددرﺟﻪ  -02ﺗﻮان در دﻣﺎي  اﯾﻦ ﻧﻤﻮﻧﻪ را ﻣﯽ•
٦ﯽﻟﺎﻌﺗ ﻪﻤﺴﺑ  
ﯽﺘﺷاﺪﻬﺑ تﺎﻣﺪﺧ و ﯽﮑﺷﺰﭘ مﻮﻠﻋ هﺎﮕﺸﻧاد - ﯽﻧﺎﻣرد  
ﯽﮑﺷﺰﭘاﺮﯿﭘ و ﺖﺷاﺪﻬﺑ هﺪﮑﺸﻧاد  
ﯽﻫﺎﮕﺸﯾﺎﻣزآ مﻮﻠﻋ هوﺮﮔ  
رﻮﺘﺳدﯽﻟﻮﮑﻠﻣ هﺎﮕﺸﯾﺎﻣزآ ﻞﻤﻌﻟا
  
  
  
  
  
  
BASIC PCR PROTOCOL  
  
  
Add the following components to a sterile 0.5ml microcentrifuge tube 
sitting on ice:
components Volume
Autoclaved DW 14 microL
10x PCR buffer 2.5 microL
10mM d NTPmix 0.5 microL
50mM mgcl 2 0.75 microL
Forward primer 1 microL
Reverse primer 1 microL
Taq DNA POL 0.2 microL
Mineral oil 25 microL
 Mix & quick spin
 Add 5 micL Template DNA underneath  the mineral oil
 ((Do the same protocol for Neg,control:Add in last stage only 
5 micL DW))
  
THERMAL  CYCLES
(35 cycles)
 DENATURATION: 93°C (30 sec.)
 ANNEALING: 53°C (45 sec.)
 EXTENTION: 72°C (60 sec.)
ﺶﯾﺎﻣزآ  :BASIC PCR PROTOCOL  
٧  ﺑﺴﻤﻪ ﺗﻌﺎﻟﯽ
  درﻣﺎﻧﯽ - داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ و ﺧﺪﻣﺎت ﺑﻬﺪاﺷﺘﯽ
  داﻧﺸﮑﺪه ﺑﻬﺪاﺷﺖ و ﭘﯿﺮاﭘﺰﺷﮑﯽ
  ﮔﺮوه ﻋﻠﻮم آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ    
دﺳﺘﻮراﻟﻌﻤﻞ آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ﻣﻠﮑﻮﻟﯽ                                              
                               
  
  
  
  
  
  
  
  ANDاﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز 
:آﮔﺎرز ژل ﺗﻬﯿﻪ 
  .ﻗﺎﻟﺐ ژل را آﻣﺎده ﮐﻨﯿﺪ - 1
  .ﺷﺎﻧﻪ اي ﺑﺎ دﻧﺪه ﻫﺎي ﻣﻨﺎﺳﺐ روي ﻗﺎﻟﺐ ﻗﺮاردﻫﯿﺪ  - 2
  .(وﻋﺮض ﻗﺎﻟﺐ و ﻗﻄﺮ ژل ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ  اﻧﺪازه ﮔﯿﺮي ﻃﻮل) ﺣﺠﻢ ژل ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ را ﺗﻌﯿﯿﻦ ﮐﻨﯿﺪ  - 3
  .ﭘﻮدر آﮔﺎرز را وزن ﮐﻨﯿﺪ - 4
ﺣﻞ ﮐﻨﯿﺪ و آن را ﺣﺮارت داده ﺗﺎ ﺧﻮب ﺑﺠﻮﺷﺪ و ﻗﺒﻞ از ﺧﻨﮏ ﺷﺪن  EBTx1آﮔﺎرز را در ﺑﺎﻓﺮ  - 5
اﺗﯿﺪﯾﻮم ﺑﺮوﻣﺎﯾﺪ اﺿﺎﻓﻪ   lm/gm01 ﯾﮏ ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﻣﺤﻠﻮل ﻣﯿﻠﯽ ﻟﯿﺘﺮژل 01ﺑﻪ ازاي ﻫﺮ 
  .داﺧﻞ ﻗﺎﻟﺐ ﺑﺮﯾﺰﯾﺪ  ﺳﭙﺲ آن را ﺧﻮب ﻣﺨﻠﻮط ﮐﺮده و  ﮐﻨﯿﺪ
 ,ATDE Mm5.2 ,dica cirob Mm98 ,8Hp ,esab sirT Mm98 =EBTx1
8Hp
  .ﺑﻌﺪ از ﺑﺴﺘﻪ ﺷﺪن ژل آن را از ﻗﺎﻟﺐ ﺧﺎرج ﮐﺮده و داﺧﻞ ﺗﺎﻧﮏ اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز ﻗﺮار دﻫﯿﺪ - 6
ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮﻧﻤﻮﻧﻪ را ﺑﺎ ﯾﮏ ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻣﺨﻠﻮط ﮐﺮده و داﺧﻞ ﭼﺎﻫﮏ ﻫﺎي ژل  5ﻫﺮ  - 7
  .ﺑﺮﯾﺰﯾﺪ 
  
  ANDاﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز :  آزﻣﺎﯾﺶ
  
٨  :ﻣﺨﺘﻠﻒ آﮔﺎرز  ﺗﻮﺳﻂ ﻏﻠﻈﺘﻬﺎي   ANDﻗﺪرت ﺟﺪاﺳﺎزي ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﻬﺎي 
                 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
:و ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ آﻧﻬﺎ RCPروش اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮﻻت 
ﺳﯽ وارد و ﺳﭙﺲ ﺑﻪ آن  ﺳﯽ 001ﮔﺮم از ﭘﻮدر آﮔﺎرز ﺧﺎﻟﺺ را ﺗﻮزﯾﻦ ﻧﻤﻮده و در ارﻟﻦ ﻣﺎﯾﺮ  0/6ﻣﻘﺪار 
ﺷﻮد و  اﺿﺎﻓﻪ و ﻣﺨﻠﻮط و ﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﮐﻤﮏ ﺣﺮارت ﺟﻮﺷﺎﻧﺪه ﻣﯽ BET )x1(ﺳﯽ از ﺑﺎﻓﺮ  ﺳﯽ 04ﻣﻘﺪار 
ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از اﺗﯿﺪﯾﻮم  4درﺟﻪ ﺑﺮﺳﺪ و ﺳﭙﺲ ﻣﻘﺪار  05دﻫﯿﻢ ﺗﺎ ﺳﺮد و ﺑﻪ ﺣﺮارت ﺣﺪود  ﺑﻌﺪ اﺟﺎزه ﻣﯽ
ﺗﻮان اﺗﯿﺪﯾﻮم ﺑﺮوﻣﺎﯾﺪ را ﺑﻪ ﻃﻮر ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ ﺳﺎﺧﺖ و در  ﻣﯽ)ﻧﻤﺎﯾﯿﻢ  ﺑﺮوﻣﺎﯾﺪ ﺑﻪ اﯾﻦ ﻣﺤﻠﻮل اﺿﺎﻓﻪ ﻣﯽ
در ﺟﺎﯾﮕﺎه (. ﺗﺮي اﺳﺖ ﭘﺎﯾﺎن ﮐﺎر ژل آﮔﺎرز را در اﯾﻦ ﻣﺤﻠﻮل ﻏﻮﻃﻪ ور ﮐﺮد ﮐﻪ روش ﻣﻨﺎﺳﺐ و اﯾﻤﻦ
ﻬﺎ ﻗﺮار داده و ﺳﭙﺲ ﻣﺤﻠﻮل ژل ﻓﻮق ﻧﺰدﯾﮏ ﺑﻪ ﯾﮑﯽ از دو اﻧﺘ( دﻧﺪاﻧﻪ 01)ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ ﯾﮏ ﺷﺎﻧﻪ  )dsoc(
. ﺷﻮﯾﻢ ﺗﺎ ﮐﺎﻣﻼً ﺑﮕﯿﺮد دﻗﯿﻘﻪ ﻣﻨﺘﻈﺮ ﻣﯽ 02اﻟﺬﮐﺮ را ﺑﻪ ﻃﻮر ﮐﺎﻣﻞ در اﯾﻦ ﺟﺎﯾﮕﺎه ﺗﺨﻠﯿﻪ ﻧﻤﻮده و ﺣﺪود 
اﺷﺎره ﺷﺪه در ﺑﺎﻻ وارد ﻣﯽ  BETﻣﯿﻠﯽ ﻟﯿﺘﺮ از ﺑﺎﻓﺮ  004در ﺗﺎﻧﮏ اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز ﺳﺎب ﻣﺎرﯾﻦ ﻣﻘﺪار 
داﺧﻞ اﯾﻦ ﺑﺎﻓﺮ ﻣﯽ ﮔﯿﺮد ﺑﻪ ﻃﻮري ﮐﻪ ﺷﺎﻧﻪ آن ﺑﻪ ﮐﻨﯿﻢ و ﺟﺎﯾﮕﺎه و ژل ﺑﺴﺘﻪ ﺷﺪه ﻣﻮرد اﺷﺎره در 
ﺷﻮد از اﯾﺠﺎد ﺣﺒﺎب و ﯾﺎ  ﻃﺮف ﻗﻄﺐ ﻣﻨﻔﯽ ﺑﺎﺷﺪ و در اﯾﻦ ﺣﺎل ﺑﻪ آراﻣﯽ ﺷﺎﻧﻪ از داﺧﻞ ژل ﺧﺎرج ﻣﯽ
  .ﺣﺎﻟﺖ ﻏﯿﺮﯾﮑﻨﻮاﺧﺘﯽ ﺑﺎﯾﺪ ﭘﺮﻫﯿﺰ ﻧﻤﻮد
  
  GNIDAOL
  
دﮐﻨﻨﺪه ﻮﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﻣﺤﻠﻮل ﻟ 2ﻫﺎ و ﯾﺎ روي ﯾﮏ ﭘﺎراﻓﯿﻠﻢ ﺗﻤﯿﺰ ﻣﻘﺪار  در ﻣﯿﮑﺮوول•
از ﻣﺤﺼﻮﻻت )RCPﻗﺮار داده و از ﻫﺮ ﻟﻮﻟﻪ ﺣﺎﺻﻞ از واﮐﻨﺶ  )reffub gnidaoL(
ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ ﻓﻮق اﺿﺎﻓﻪ و ﭼﻨﺪﯾﻦ ﺑﺎر  2ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺑﺮداﺷﺘﻪ و ﺑﻪ  01ﻣﻘﺪار ( RCP-SMRA
ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﺣﺎﺻﻞ اﯾﻦ ﻣﺨﻠﻮط ﺑﻪ آراﻣﯽ ﺑﻪ ﺗﻪ ﻫﺮ  01ﻣﺨﻠﻮط ﮐﺮده و در ﻧﻬﺎﯾﺖ ﻣﻘﺪار 
ﺘﺮوﻓﻮرز ﯾﮏ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﮐﻨﺘﺮل ﺑﻪ ﻫﻤﺮاه در ﻫﺮ ران اﻟﮑ. ﺷﻮد ﭼﺎﻫﮏ ﻣﺸﺨﺺ اﺿﺎﻓﻪ ﻣﯽ
 reddaLﻫﺘﺮوزﯾﮕﻮت وﻫﻤﻮزﯾﮕﻮت و ﯾﮏ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﮐﻨﺘﺮل و ﻧﯿﺰ ﯾﮏ ﭼﺎﻫﮏ ﺑﻪ ﻣﺤﻠﻮل 
. اﺧﺘﺼﺎص داده ﺷﺪ( ﻫﺎ و ﺑﺎ ﻫﻤﺎن ﻣﻘﺎدﯾﺮ ﻧﻈﯿﺮ ﻧﻤﻮﻧﻪ)001Pb
ANDﻗﺪرت ﺟﺪاﺳﺎزي درﺻﺪ آﮔﺎرز
pb 0001-0013
pb 0051-0022
pb 0003-0035.1
pb 0005–0051
pb 0007- 00018.0
pbk 03–016.0
pbk 05–034.0
٩وﻟﺖ  08ﻣﺘﺼﻞ و دﺳﺘﮕﺎه روي ( ﻣﻨﺒﻊ ﺗﻐﺬﯾﻪ)ﻫﺎي ﺗﺎﻧﮏ اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز ﺑﻪ ﭘﺎورﺳﺎﭘﻼي  ﺳﯿﻢ•
.ﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز ﮔﺮدددﻗﯿﻘﻪ ا 03ﺗﻨﻈﯿﻢ و ﺑﻪ ﻣﺪت 
  
  
NOITANIMULLISNART
و ﯾﺎ در ﻣﺤﻠﻮل اﺗﯿﺪﯾﻮم ﺑﺮوﻣﺎﯾﺪ ﺷﻨﺎور و )ژل روي دﺳﺘﮕﺎه ﺗﺮاﻧﺲ اﯾﻠﻮﻣﯿﻨﺎﺗﻮر ﻗﺮار داده ﺷﻮد •
و ﺑﺎ ﺑﺴﺘﻦ درب ﻣﺤﺎﻓﻆ دﺳﺘﮕﺎه و اﺳﺘﻔﺎده از ﻋﯿﻨﮏ ( ﺳﭙﺲ روي دﺳﺘﮕﺎه ﻗﺮار داده ﺷﻮد
ه از دورﺑﯿﻦ دﯾﮋﯾﺘﺎل در ﺿﻤﻦ از ﻫﺮ ژل ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎد. ﻣﺨﺼﻮص ﺑﺎﻧﺪﻫﺎ ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﯽ ﻗﺮار ﮔﯿﺮد
 legوﯾﺎ ﻣﯿﺘﻮان از دﺳﺘﮕﺎه          . ﻋﮑﺲ ﮔﺮﻓﺘﻪ و روي راﯾﺎﻧﻪ وارد و ﺣﻔﻆ ﮔﺮدد
.اﺳﺘﻔﺎده ﮐﺮد  rotnemucod
  
  
                                                          
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
١٠
ﯽﻟﺎﻌﺗ ﻪﻤﺴﺑ  
ﯽﺘﺷاﺪﻬﺑ تﺎﻣﺪﺧ و ﯽﮑﺷﺰﭘ مﻮﻠﻋ هﺎﮕﺸﻧاد - ﯽﻧﺎﻣرد  
ﯽﮑﺷﺰﭘاﺮﯿﭘ و ﺖﺷاﺪﻬﺑ هﺪﮑﺸﻧاد  
ﯽﻫﺎﮕﺸﯾﺎﻣزآ مﻮﻠﻋ هوﺮﮔ  
ﯽﻟﻮﮑﻠﻣ هﺎﮕﺸﯾﺎﻣزآ ﻞﻤﻌﻟارﻮﺘﺳد
  
  
  
  
  
  
 take a known quantity of a DNA preparation
 dilute in double distilled water to a determined extent
 place an aliquot of the solution into a suitable cuvette( Use 
quartz cuvettes in the UV range. Handle them with 
caution! )
 measure the absorbances at 260 nm and 280 nm in a light 
spectrometer
 do the division. 
Principles of Nanodrop
 the sample droplet is held in place by surface tension when it 
is slightly compressed between the pedestal and the sample 
arm; this generates the defined pathway of 1 mm. The 
spectrum measurement is then performed with two optical 
fibers installed in the pedestal (emitting light of a Xenon 
lamp) and the sample arm (spectrometer with linear CCD 
array). Quantification is performed based on the spectrum 
measurement at the defined pathway of 1 mm 
 the sample droplet is held in place by surface tension when it 
is slightly compressed between the pedestal and the sample 
arm; this generates the defined pathway of 1 mm. The 
spectrum measurement is then performed with two optical 
fibers installed in the pedestal (emitting light of a Xenon 
lamp) and the sample arm (spectrometer with linear CCD 
array). Quantification is performed based on the spectrum 
measurement at the defined pathway of 1 mm 
ﺶﯾﺎﻣزآ  :DNAassay  
  
١١
  ﺑﺴﻤﻪ ﺗﻌﺎﻟﯽ
  درﻣﺎﻧﯽ - داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ و ﺧﺪﻣﺎت ﺑﻬﺪاﺷﺘﯽ
  ﯽداﻧﺸﮑﺪه ﺑﻬﺪاﺷﺖ و ﭘﯿﺮاﭘﺰﺷﮑ
  ﮔﺮوه ﻋﻠﻮم آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ
دﺳﺘﻮراﻟﻌﻤﻞ آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ﻣﻠﮑﻮﻟﯽ
  
  
  
  
  
SMRAﻫﺎي  و واﮐﻨﺶ RCPروش و ﺷﺮاﯾﻂ 
  
  
( ﻧﺮﻣﺎل)Nو ( ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ)Mر دو ﻣﯿﮑﺮوﺗﯿﻮب ﺑﺎ ﻋﻨﻮان ﻫﺎ ﺑﺮاي ﻫﺮ ﺑﯿﻤﺎ در ﺑﺮرﺳﯽ ﻫﺮ ﮐﺪام از ﻣﻮﺗﺎﺳﯿﻮن
:وارد ﺷﻮد( ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮﺑﺎواﺣﺪ)ﻫﺎ  ﻫﺮ ﺟﺰء ﺑﻪ ﺷﺮح ذﯾﻞ ﺑﻪ ﻫﺮ ﯾﮏ از ﻣﯿﮑﺮوﺗﯿﻮب .در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﻮد 
52.61   :   WD
5.2  : reffub RCP X 01
52 .1 : : 2lC gM M m 05
5.0  :  : xim PTN d M m 01
5.0  :  : .lop AND qaT
1 : remirp nommoC
ﺑﻪ  Mو  Nﻫﺎي  ﺑﻪ ﻫﺮ ﮐﺪام از ﻟﻮﻟﻪ( Mو Nﭘﺮاﯾﻤﺮ )ﻧﻬﺎﯾﺘﺎً از ﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ ﻫﺮ ﻣﻮﺗﺎﺳﯿﻮن 
، Nو ﺑﻪ ﻟﻮﻟﻪ  M، ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ ﯾﺎ Mﺑﻪ اﯾﻦ ﺗﺮﺗﯿﺐ ﮐﻪ ﺑﻪ ﻟﻮﻟﻪ . ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ اﺿﺎﻓﻪ ﺷﻮد 1ﻣﯿﺰان 
ﺑﯿﻤﺎر ﮐﻪ ﻗﺒﻼً  ANDﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﻣﯿﮑ 2در ﻣﺮﺣﻠﻪ آﺧﺮ ﺑﻪ ﻣﯿﺰان . اﺿﺎﻓﻪ ﺷﻮد Nﭘﺮاﯾﻤﺮ ﻧﺮﻣﺎل ﯾﺎ 
.اﺿﺎﻓﻪ ﺷﻮد etalpmetاﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه  ﺑﻪ ﻋﻨﻮان 
  
  
  
  
  
  
  
  
  SMRAﻫﺎي  واﮐﻨﺶ: آزﻣﺎﯾﺶ
  
١٢
ﯽﻟﺎﻌﺗ ﻪﻤﺴﺑ  
ﯽﺘﺷاﺪﻬﺑ تﺎﻣﺪﺧ و ﯽﮑﺷﺰﭘ مﻮﻠﻋ هﺎﮕﺸﻧاد - ﯽﻧﺎﻣرد  
ﯽﮑﺷﺰﭘاﺮﯿﭘ و ﺖﺷاﺪﻬﺑ هﺪﮑﺸﻧاد  
ﯽﻫﺎﮕﺸﯾﺎﻣزآ مﻮﻠﻋ هوﺮﮔ  
ﯽﻟﻮﮑﻠﻣ هﺎﮕﺸﯾﺎﻣزآ ﻞﻤﻌﻟارﻮﺘﺳد  
  
  
  
  
  
  
Digestion of PCR products directly after amplification
  
 Add:
PCR reaction mixture : 10 micL
Nuclease-free water : 18 micL
10X buffer R : 2 micL
RE(Hae III) : 1-2 micL
Mix gently and spin down for afew seconds.
 Incubate 37 Deg. For 1-16 hours
 Thermal inactivation at 80 deg. For 20 min
  
  
  
ﺶﯾﺎﻣزآ  :Digestion of PCR products directly 
after amplification
  
  
٣١
ﮐﺎرﻫـﺎ روي ﯾـﺦ ) (noitsegid noitcirtser)ﺑﺎآﻧﺰﯾﻢ ﻫﺎي ﻣﺤﺪودﮐﻨﻨـﺪه  ANDﻫﻀﻢ
(:اﻧﺠﺎم ﮔﯿﺮد
ﺷﻨﺎﺳـﺎﯾﯽ  ANDﺗـﺮادف ﺧﺎﺻـﯽ را روي رﺷـﺘﻪ  (ﺑﺮش دﻫﻨﺪه ) ﻫﺮ ﯾﮏ ازآﻧﺰﯾﻤﻬﺎي ﻣﺤﺪودﮐﻨﻨﺪه 
آﻧﺰﯾﻤﻬﺎ ي ﻣﺤﺪود ﮔﺮ در ﻣﻬﻨﺪﺳﯽ ژﻧﺘﯿﮏ ازاﻫﻤﯿﺖ ﺑﺎﻻﯾﯽ . را ﺑﺮش ﻣﯿﺪﻫﻨﺪ  ANDﮐﺮده ودورﺷﺘﻪ 
ﺑﻪ ﺟﺪول آﻧﺰﯾﻤﻬـﺎ ) ژﻧﺘﯿﮏ ﻣﯿﺒﺎﺷﻨﺪ  ﺑﺮ ﺧﻮردارﻧﺪ و در ﺣﻘﯿﻘﺖ ﺷﺒﯿﻪ ﭼﺎﻗﻮي ﺟﺮاﺣﯽ ﺑﺮاي ﻣﻬﻨﺪﺳﺎن
(.ﻣﺮاﺟﻌﻪ ﺷﻮد 
را در ﺣـﺮارت  ANDﯾﮏ واﺣﺪ آﻧﺰﯾﻢ ﻣﻘﺪار ﯾﮏ ﻣﯿﮑﺮو ﮔﺮم ) را ﺗﺨﻤﯿﻦ ﺑﺰﻧﯿﺪ  ﻣﻘﺪار ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ. -1
-02را در ﯾﮏ واﮐﻨﺸﯽ ﺑـﻪ ﺣﺠـﻢ  ANDﻣﻨﺎﺳﺐ در ﻣﺪت ﯾﮏ ﺳﺎﻋﺖ ﻫﻀﻢ ﻣﯿﮑﻨﺪوﯾﮏ ﻣﯿﮑﺮوﮔﺮم 
  .(ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺑﺎ آﻧﺰﯾﻢ ﻫﻀﻢ ﮐﻨﯿﺪ 03
  .ﺑﺮﺳﺎﻧﯿﺪ( ﯾﺎ ﻫﺮﺣﺠﻢ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ) ﻟﯿﺘﺮ وﻣﯿﮑﺮ 81ﻢ آن راﺑﻪ ﺑﺎآب ﻣﻘﻄﺮ ﺣﺠ-2
  .ﮐﻨﯿﺪ  nipsﻟﻮﻟﻪ واﮐﻨﺶ را  -3
ﻏﻠﻈـﺖ ﻧﻬـﺎﯾﯽ ﺑـﺎﻓﺮ )ﺑﻪ واﮐﻨﺶ اﺿﺎﻓﻪ ﮐﻨﯿﺪ reffub noitcaeR x01ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از2ﻣﻘﺪار  -4
  .(ﺑﺎﺷﺪ x1
اﯾـﻦ ) ﯾﯿـﺪ ﻣﻘﺪار آﻧﺰﯾﻢ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ را ﺑﻪ واﮐﻨﺶ اﺿﺎﻓﻪ ﻧﻤﺎ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺳﺮﺳﻤﭙﻠﺮ اﺳﺘﺮﯾﻞ و ﺳﺮد-5
  (.ﻣﻘﺪار آﻧﺰﯾﻢ ﺑﺎﯾﺪ در ﺣﺠﻢ ﻧﻬﺎﯾﯽ در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪه ﺑﺎﺷﺪ
  .ﻧﻤﺎﯾﯿﺪ nipsﺑﺎ ﺿﺮﺑﻪ ﻧﻮك اﻧﮕﺸﺖ واﮐﻨﺶ را ﻣﺨﻠﻮط ﮐﺮده و ﺳﭙﺲ  -6
  .ﺗﺎ دوﺳﺎﻋﺖ در ﺣﺮارت ﻣﻨﺎﺳﺐ اﻧﮑﻮﺑﻪ ﮐﻨﯿﺪ ﻣﺪت ﯾﮏ-7
ل ﻣﺨﻠـﻮط ﮐـﺮده و روي ژ  reffub gnidaolﻣﯿﮑـﺮو ﻟﯿﺘـﺮ  3ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از واﮐﻨﺶ را ﺑﺎ  51ﻣﻘﺪار 
ﺑﻌﻨﻮان ﮐﻨﺘـﺮل واﮐـﻨﺶ  AND dimsalp tcatnIاز ) ﻣﻨﺎﺳﺐ اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرزﻧﻤﺎﯾﯿﺪ  آﮔﺎرز ﺑﺎ درﺻﺪ
 I.C.Pﻫﻀـﻢ ﻧﺸـﺪه اﺳـﺖ آن ر را  ANDاﮔـﺮ : ﺗﻮﺟـﻪ  روي ژل درﮐﻨﺎرﻧﻤﻮﻧﻪ اﻟﮑﺘﺮوﻓـﻮرز ﺷـﻮد 
  (.ﻧﻤﻮده و ﺑﺎ اﻟﮑﻞ رﺳﻮب داده وواﮐﻨﺶ را ﺗﮑﺮار ﮐﻨﯿﺪ  noitcartxe
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  داﻧﺸﮑﺪه ﺑﻬﺪاﺷﺖ و ﭘﯿﺮاﭘﺰﺷﮑﯽ
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ﮐﻢ در ﻣﻘﯿﺎساﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ
  (noitaraperpiniM) 
  
  
:روش ﮐﺎر
 mpr0054ﺑـﺎ دﻗﯿﻘـﻪ  5را ﺑﻤﺪت( ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺣﺎوي) ﻣﯿﻠﯽ ﻟﯿﺘﺮ ﮐﺸﺖ ﺷﺒﺎﻧﻪ  1/5ﻣﻘﺪار  -1
ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﯿﻮن ﮐﺮده و دوﺑﺎره  ETSﻣﺤﻠﻮل  ﻋﺪه اي ﻣﻌﺘﻘﺪﻧﺪ ﭼﻨﺎﻧﭽﻪ رﺳﻮب را ﺑﺎ .ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﮐﻨﯿﺪ 
  .واﮐﻨﺶ ﻫﺎي آﻧﺰﯾﻤﯽ ﺑﻬﺘﺮ اﻧﺠﺎم ﻣﯿﺸﻮد( ﺷﺴﺘﺸﻮ دﻫﯿﻢ ) ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﮐﻨﯿﻢ 
  ([8=Hp( ATDE Mm1 , )8=Hp ( sirTMm 01 , lCaN Mm001 = ETS] 
  .(روي ﯾﺦ ﺳﺮد ﺷﺪه ﺑﺎﺷﺪ  ﻣﺤﻠﻮل)   ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﯿﻮن  Iﻣﺤﻠﻮل  lμ001را در رﺳﻮب  -2
  (8Hp( ATDE Mm 01 , sirT mm52 , esoculg Mm05  : Iﻣﺤﻠﻮل 
  .دﻗﯿﻘﻪ در ﻫﻮاي اﺗﺎق ﻗﺮار دﻫﯿﺪ 5-01ﻣﯿﮑﺮو ﻓﯿﻮژ ﺣﺎوي واﮐﻨﺶ را ﻣﺪت . -3
ده ، درب ﻟﻮﻟﻪ را ﺑﺒﻨﺪﯾﺪ و ﺑﺎ اﺿﺎﻓﻪ ﮐﺮ ﺗﺎزه ﺗﻬﯿﻪ ﺷﺪه ﺑﻪ ﻟﻮﻟﻪ واﮐﻨﺶ IIاز ﻣﺤﻠﻮل  lμ002ﻣﻘﺪار  -.4
  .دﻗﯿﻘﻪ روي ﯾﺦ ﻗﺮار دﻫﯿﺪ 5واروﻧﻪ ﮐﺮدن آن ﻣﺤﻠﻮل را ﺧﻮب ﻣﺨﻠﻮط ﮐﻨﯿﺪو 
  SDS %1 ,HOaN  N2.0: IIﻣﺤﻠﻮل 
در ﻣﻘﯿﺎس ﮐﻢ اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ:  آزﻣﺎﯾﺶ
  
  
٥١
درب ﻟﻮﻟـﻪ را . ﺑﻪ ﻟﻮﻟﻪ واﮐـﻨﺶ اﺿـﺎﻓﻪ ﮐﻨﯿـﺪ ( ﺳﺮدﺷﺪه روي ﯾﺦ )IIIاز ﻣﺤﻠﻮل  lμ051ﻣﻘﺪار  -5
  .دﻗﯿﻘﻪ روي ﯾﺦ ﻗﺮار دﻫﯿﺪ 51ﻤﺪت ﺑدﻓﻌﻪ آن را واروﻧﻪ ﮐﻨﯿﺪ و 01ﺑﺴﺘﻪ و ﺑﻪ آﻫﺴﺘﮕﯽ 
ﻣﯿﻠـﯽ  82/5ﻄـﺮ آب ﻣﻘ, ﺮﺘ ـﻣﯿﻠﯽ ﻟﯿ 11/5اﺳﯿﺪ اﺳﺘﯿﮏ ,KocA M5ﻣﯿﻠﯽ ﻟﯿﺘﺮ  06: IIIﻣﺤﻠﻮل 
ﺑﻪ واﮐـﻨﺶ اﺿـﺎﻓﻪ وﻗﺘﯽ اﯾﻦ ﻣﺤﻠﻮل( ﻣﻮﻻر اﺳﺘﺎت اﺳﺖ  5ﻣﻮﻻر ﭘﺘﺎﺳﯿﻢ و 3اﯾﻦ ﻣﺤﻠﻮل داراي ) ﻟﯿﺘﺮ
  .ﺷﻮد ﺑﺎﯾﺪ ﯾﮏ رﺳﻮب ﺳﻔﯿﺪ رﻧﮓ در داﺧﻞ ﻟﻮﻟﻪ ﭘﺪﯾﺪار ﮔﺮدد ﻣﯽ
  .آن را ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﮐﻨﯿﺪ gx00021دﻗﯿﻘﻪ ﺑﺎ  02ﻣﺪت  -6
ﺣـﺎوي ﭘﻼﺳـﻤﯿﺪ ﻣـﯽ ) را ﺑﻪ ﻟﻮﻟﻪ دﯾﮕﺮ اﻧﺘﻘﺎل دﻫﯿـﺪ ( ﻣﯿﮑﺮو ﻟﯿﺘﺮ 054"ﺗﻘﺮﯾﺒﺎ)ﻣﺤﻠﻮل روﯾﯽ  -7
  .(ﺑﺎﺷﺪ
راﺿـﺮوري ﻋـﺪه اي اﯾـﻦ ﻣﺮﺣﻠـﻪ ) ﺑـﻪ آن اﺿـﺎﻓﻪ ﮐﻨﯿـﺪ  M3.0ﺳﺪﯾﻢ اﺳﺘﺎت ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻧﻬـﺎﯾﯽ -8
  .(ﻧﻤﯿﺪاﻧﻨﺪ 
  .اﺿﺎﻓﻪ ﮐﻨﯿﺪﻧﻞ ﻣﻄﻠﻖ ﺳﺮددو ﺑﺮاﺑﺮ ﺣﺠﻢ آن اﺗﺎ-9
را ﺣـﺬف  اﻟﮑﻞ. رﺳﻮب ﮐﻨﺪ    AND dimsalpدﻗﯿﻘﻪ آن را ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﮐﻨﯿﺪ ﺗﺎ  51ﻣﺪت -01
  (.روي ﮐﺎﻏﺬﺟﺎذب اﻟﺮﻃﻮﺑﻪ ﻗﺮار دﻫﯿﺪ ﻟﻮﻟﻪ را واروﻧﻪ  "ﺣﺘﻤﺎ) ﮐﻨﯿﺪ 
اﺿﺎﻓﻪ ﮐﻨﯿﺪ و آن را ورﺗﮑـﺲ ﮐﻨﯿـﺪ ﺑﻄﻮرﯾﮑـﻪ  (ﻣﯿﮑﺮﻟﯿﺘﺮ 001) درﺟﻪ 07اﻟﮑﻞ  رﺳﻮب روي-11
  .ﮐﻨﺪه ﺷﺪه و در اﻟﮑﻞ ﺷﻨﺎور ﺷﻮد tellep
  .(ﺷﺴﺘﺸﻮ دادن ﺑﺎ اﻟﮑﻞ ) دﻗﯿﻘﻪ در ﺣﺮارت اﺗﺎق آن را ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﮐﻨﯿﺪ 3ﻣﺪت  -21
  .درﺟﻪ ﺧﺸﮏ ﮐﻨﯿﺪ  07اﻟﮑﻞ را ﺧﺎﻟﯽ ﮐﺮده ورﺳﻮب را در ﺣﺮارت -31
  .ﺣﻞ ﮐﻨﯿﺪ( ) ETﺑﺎﻓﺮ  ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ آب ﯾﺎ 05رﺳﻮب را در -41
  8 Hp ATDE Mm1 , 8 Hp sirT Mm01 =ET
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(llec tnetepmoC) ﺗﻬﯿﻪ ﺳﻠﻮل ﭘﺬﯾﺮا 
  :روش ﮐﺎر
 73ﮐﺸـﺖ داده وﯾـﮏ ﺷـﺐ در  BLﻣﯿﻠﯽ ﻟﯿﺘـﺮ ﻣﺤـﯿﻂ  3ﯾﮏ ﮐﻠﻨﯽ از ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ را در  -1
  .درﺟﻪ روي ﺷﯿﮑﺮاﻧﮑﻮﺑﻪ ﮐﻨﯿﺪ 
ﺑﻨـﺎ ﺑـﻪ ) ﮐﺸـﺖ دﻫﯿـﺪ  BLﯾﮏ ﺣﺠﻢ از ﮐﺸﺖ ﺷﺒﺎﻧﻪ ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ رادر ده ﺣﺠـﻢ ﻣﺤـﯿﻂ . 2
ﺑﺎﮐﺘﺮي  eulb-1LXو  101BHﺳﻮﯾﻪ  ﺗﻮﺿﯿﺢ داده ﻣﯿﺸﻮد در اﯾﻦ ﮐﺎرﮔﺎﻫﻬﺎ از دو "دﻻﯾﻠﯽ ﮐﻪ ﺑﻌﺪا
  .(ﮐﻪ ﺧﺼﻮﺻﯿﺎت آﻧﻬﺎ ﻧﯿﺰ ﺗﻮﺿﯿﺢ داده ﺧﻮاﻫﺪ ﺷﺪ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﮕﺮدد iloc.E
  .ﺑﺮﺳﺪ 6.0 = 006DOﮐﻨﯿﺪ ﺗﺎ ﺑﻪ  ekahSﻣﻨﺎﺳﺐ آن را  mprﺳﺎﻋﺖ در ﺣﺮارت و 5.2ﻣﺪت. 3
  .ﻣﻘﺪار ﯾﮏ ﻣﯿﻠﯽ ﻟﯿﺘﺮ آن را ﺑﻪ ﻟﻮﻟﻪ ﻣﯿﮑﺮوﻓﯿﻮژ اﻧﺘﻘﺎل دﻫﯿﺪ. 4
  .ﺪروي ﯾﺦ ﻗﺮار دﻫﯿ ﯿﻘﻪﻟﻮﻟﻪ ﺣﺎوي ﺳﻠﻮل را ده دﻗ. 5
  .(درﺟﻪ اﻧﺠﺎم ﺷﻮد 4ﺑﻬﺘﺮ اﺳﺖ در ) ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﮐﻨﯿﺪ  mpr0053دﻗﯿﻘﻪ ﺑﺎ  5ﻣﺪت . 6
  .ﻣﺎﯾﻊ روﯾﯽ را ﺧﺎﻟﯽ ﮐﺮده وﻟﻮﻟﻪ را واروﻧﻪ روي ﮐﺎﻏﺬ ﺟﺎذب اﻟﺮﻃﻮﺑﻪ ﻗﺮار دﻫﯿﺪ ﺗﺎ آب آن ﺧﺎرج ﺷﻮد. 7
ﻣﺤﻠـﻮل ) ﮐﻨﯿـﺪ  ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﯿﻮن 2lCaC Mm001رﺳﻮب را ﺑﺎﯾﮏ ﺳﻮم ﺣﺠﻢ اوﻟﯿﻪ از ﻣﺤﻠﻮل. 8
  .و ده دﻗﯿﻘﻪ روي ﯾﺦ ﻗﺮار دﻫﯿﺪ( ﻧﺒﺎﯾﺪ ورﺗﮑﺲ ﺷﻮد ﺑﻠﮑﻪ ﺑﺎ ﺿﺮﺑﻪ اﻧﮕﺸﺖ آن را ﺣﻞ ﮐﻨﯿﺪ
  .ﻣﺤﻠﻮ ل روﯾﯽ را ﺧﺎﻟﯽ ﮐﻨﯿﺪ و آن را ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﮐﺮده 5ﻣﺎﻧﻨﺪ ﻣﺮﺣﻠﻪ . 9
  ﺗﻬﯿﻪ ﺳﻠﻮل ﭘﺬﯾﺮا : آزﻣﺎﯾﺶ
٧١
ﺑـﺎ ﺿـﺮﺑﻪ ) .ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴـﯿﻮن ﮐﻨﯿـﺪ  2lCaCﻣﺤﻠـﻮل  رﺳﻮب را ﺑﺎ ﯾﮏ دوازده وﻧﯿﻢ ﺣﺠـﻢ اوﻟﯿـﻪ . 01
  (دﺳﺖ 
  .اﺳﺘﻔﺎده ﮐﻨﯿﺪ noitamrofsnarTﻣﯿﮑﺮوﻓﯿﻮژ ﻫﺎي ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺗﻘﺴﯿﻢ ﮐﺮده وﺑﺮاي  آن را درون
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  (ﺑﻪ ﺑﺎﮐﺘﺮي زﻧﺪه  AND dimsalPاﻧﺘﻘﺎل ) noitamrofsnarT
اﯾـﻦ . ﻫﺪف از آﻣﻮزش اﯾﻦ ﻗﺴﻤﺖ ﮐﺴﺐ ﻣﻬﺎرت ﻻزم ﺑﺮاي اﻧﺘﻘﺎل ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ 
آن  "ﺣﺘﻤـﺎ ﺑﺎﯾـﺪ  ﺑﺮاي ﮐﺎر ﮐﺮدن ﺑﺎ ژﻧﻬﺎ. ﮐﺎر در ﺑﯿﻮﻟﻮژي ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ از اﻫﻤﯿﺖ ﺑﺎﻻﯾﯽ ﺑﺮ ﺧﻮردار اﺳﺖ 
ﺑـﻪ  )dimsalp tnanibmoceR(ژن در ﯾﮏ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﮐﻠﻮن ﺷﻮد و ﺳﭙﺲ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿـﺐ 
ﮐﻠﻮن ﺷـﺪه در ﭘﻼﺳـﻤﯿﺪ ( AND) ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻣﻨﻘﻞ ﺷﻮد ﺗﺎﭘﺲ از ﻫﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎزي ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ، ژن  ﺳﻠﻮل
  .ﻧﯿﺰ ﺑﻪ ﺗﺒﻊ آن ﻫﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎزي ﮐﻨﺪ 
  .را روي ﯾﺦ ﻗﺮار دﻫﯿﺪ( llec tnetepmoC) ﺳﻠﻮل ﭘﺬﯾﺮا . 1
ﺑﻨﺎ ﺑﻪ دﻻﯾﻠﯽ ) ﺑﻪ آن اﺿﺎﻓﻪ ﮐﺮده ﺧﻮب ﻣﺨﻠﻮط ﮐﻨﯿﺪ ( gn5)  ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ را AND dimsalP. 2
ﮐـﻪ  tpircseulBو 223RBpﺗﻮﺿـﯿﺢ داده ﻣﯿﺸـﻮد دراﯾـﻦ ﮐﺎرﮔﺎﻫﻬـﺎ از دوﭘﻼﺳـﻤﯿﺪ  "ﮐﻪ ﺑﻌﺪا
  .(ﺧﺼﻮﺻﯿﺎت آﻧﻬﺎ ﻧﯿﺰ ﺗﻮﺿﯿﺢ داده ﺧﻮاﻫﺪ ﺷﺪ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﮕﺮدد
  .دﻗﯿﻘﻪ روي ﯾﺦ ﻗﺮار دﻫﯿﺪ  03ﻤﺪت ﺑرا( llec tnetepmoC) ﻟﻮﻟﻪ ﺣﺎوي ﺳﻠﻮل ﭘﺬﯾﺮا  -. 3
  .(ﺷﻮك ﮔﺮﻣﺎ ) درﺟﻪ ﻗﺮار دﻫﯿﺪ  24ﺛﺎﻧﯿﻪ در آب ﮔﺮم  04ﻤﺪت ﺑواﮐﻨﺶ را  -.4
  .دﻗﯿﻘﻪ روي ﯾﺦ ﻗﺮار دﻫﯿﺪ 1-2ﻣﺪت  -.5
دﻗﯿﻘﻪ در  04-06ﮐﺮده و اﺿﺎﻓﻪ ﺑﻪ آن ( ﺑﺪون آﻧﺘﯽ ﺑﯿﻮﺗﯿﮏ) BLﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ ﻣﺤﯿﻂ  002ﻣﻘﺪار . -6
دﻗﯿﻘﻪ ﯾﮏ ﻧﺴـﻞ ﺗﮑﺜﯿـﺮ ﻣﯿﮑﻨـﺪ ودر اﯾﻨﺠـﺎ ﺑـﻪ آن  02ﻫﺮ  iloc.Eﺑﺎﮐﺘﺮ ي)درﺟﻪ اﻧﮑﻮﺑﻪ ﮐﻨﯿﺪ 73
  (.دو ﯾﺎ ﺳﻪ ﻧﺴﻞ ﺗﮑﺜﯿﺮﻧﻤﺎﯾﺪ  ﻓﺮﺻﺖ داده ﻣﯿﺸﻮد ﺗﺎ
  noitamrofsnarT: آزﻣﺎﯾﺶ
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ﻫﻤﻪ ﻣﺤﺘﻮاي ﻟﻮﻟﻪ را روي ﭘﻠﯿﺖ ﺧﺎﻟﯽ ﮐـﺮده و : ﺗﻮﺟﻪ ) آﮔﺎر ﭘﻠﯿﺖ ﭘﺨﺶ ﮐﻨﯿﺪ  ﺑﺼﻮرت زﯾﺮ روي -7
  (:آن را روي ﺳﻄﺢ آﮔﺎر داﺧﻞ ﭘﻠﯿﺖ ﭘﺨﺶ ﮐﻨﯿﺪ redaerpSﺑﺎ 
  .و آﻧﺘﯽ ﺑﯿﻮﺗﯿﮏ ﻣﻨﺎﺳﺐ ANDdimsalp +llec tnetepmoC  :Aﭘﻠﯿﺖ
  .(آﮔﺎر ﺣﺎوي آﻧﺘﯽ ﺑﯿﻮﺗﯿﮏ اﺳﺖ ) llec tnetepmoC  B: ﭘﻠﯿﺖ 
  .(آﮔﺎر ﻓﺎﻗﺪ آﻧﺘﯽ ﺑﯿﻮﺗﯿﮏ اﺳﺖ) llec tnetepmoC:Cﭘﻠﯿﺖ
  .ﻘﻞ ﮐﺮده ودرب آﻧﻬﺎ را ﻧﯿﻤﻪ ﺑﺎز ﺑﮕﺬارﯾﺪ ﺗﺎﺳﻄﺢ ﭘﻠﯿﺘﻬﺎ ﺧﺸﮏ ﺷﻮدﺘﭘﻠﯿﺖ را ﺑﻪ اﻧﮑﻮﺑﺎﺗﻮر ﻣﻨ-.8
  .درﺟﻪ اﻧﮑﻮﺑﻪ ﮐﻨﯿﺪ 73واروﻧﻪ ﯾﮏ ﺷﺐ در ﺣﺮارت  ﭘﻠﯿﺖ ﻫﺎرا ﺑﺼﻮرت. -9
ﺳﺎﻋﺖ روي ﺳﻄﺢ ﭘﻠﯿﺖ ﮐﻠﻨـﯽ ﻫـﺎ ﻇـﺎﻫﺮ ﻣـﯽ  21اﮔﺮ ﭘﺮوﺳﻪ ﮐﺎر ﺧﻮب اﻧﺠﺎم ﺷﺪه ﺑﺎﺷﺪ ﺑﻌﺪ از  -01
  .ﺷﻮﻧﺪ
